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Abstract(Photo-thermal Effect for Localized Desorption of Primary Lymphocytes 
Arrayed on an Antibody/DNA-based Biochip) 
This work proposes a miniaturized system able to perform multiple cell capture followed by cell-type 
selective release from a biochip surface. Unlabeled lymphocytes are first specifically captured onto a 
DNA array by antibody-DNA conjugates. The immobilized cells are subsequently released under spatio-
temporal control within local heating generated by intense Surface Plasmon Resonance (SPR) 
produced by laser illumination. 
1. Introduction 
L’examendétaillé d’échantillons biologiques complexes comme le sang, présente un grand 
intérêt pour larecherche en biologie, les biotechnologies ou les applications 
biomédicales[1,2]. Analyser de façon pertinente qualitativement et quantitativement un milieu 
complexe nécessite de pouvoir extraire des sous-populations de cellules à partir d’un 
mélange hétérogène [3].Assurer un tel tri multiplexé dans des conditions compatibles avec la 
survie cellulaire représente un défi ambitieux. Il existe des dispositifs micro-structurés et 
micro-fluidiques capables de séparer des cellules par l’intermédiaire de contraintes 
mécaniques [4], de reconnaissance antigène/anticorps [5], d’application d’un champ 
magnétique [6] etc. Cependant, ces techniques sont limitées en termes de multiplexage et 
requièrent souvent un marquage préliminaire des échantillons (photo- or magneto-marquage 
pour les systèmes µFACS ou µMACS). C’est pourquoi il est intéressant de concevoir des 
micro-systèmes basés sur des surfaces « bio-sensibles » capables de faire du tri cellulaire 
multiplexé et sans marquage [7]. L’objectif de ces micro-systèmes est de capturer des 
cellules ciblées et de procéder à leur relargage sélectif et contrôlé sans altérer leur survie. 
Dans les dispositifs existant, le relargage est contrôlé mécaniquement [8], électriquement 
[9,10], thermiquement [11] ou par des enzymes [12,13].  Notre équipe a quant à elle 
développé un système de tri cellulaire sans marquage basé sur les propriétés 
thermodynamiques de l’ADN et sur la résonance des plasmons de surface (SPR) [14]. 
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2. Principe et méthodes 
2.1 Principe physique de l’expérience 
Les cellules ou les molécules ciblées sont capturées sur la surface dorée d’une 
biopuce grâce à des anticorps spécifiques conjugués à des brins d’ADN (Figure 1). Ces brins 
d’ADN (conjugués aux anticorps) sont hybridés à leur brin complémentaire qui est immobilisé 
sur la surface dorée de la biopuce. Un chauffage laser localisé induit la déshybridation des 
doubles brins d’ADN et entraîne la libération des molécules/cellulescapturées.  
 
Figure 1 : Principe de la stratégie de capture/relargage des cellules. 1) Greffage des ADN sur la surface 
d’or. 2) Hybridation des ADN complémentaires conjugués à des anticorps anti-lymphocytes.3) 
Immobilisation des lymphocytes B et T. 4) Désorption localisées des cellules par chauffage laser. 
Le chauffage est réalisé par le dessous de l’échantillon. Dans cette configuration, 
l’échantillon n’est pas exposé à la totalité du flux de lumière incident mais seulement à l’onde 
évanescente. Dans ces conditions, le chauffage est localisé à l’interface or/milieu ce qui limite 
l’exposition du milieu à la chaleur et assure un impact minimal sur les échantillons 
biologiques libérés. Ce dernier point est essentiel étant donné que notre objectif final est le tri 
de cellules sanguines et que la plupart des cellules de mammifère sont très sensibles au 
stress thermique [15]. 
2.2Dispositif 
Notre stratégie repose sur une désorption physique induite par un chauffage localisé 
généré par un rayonnement laser continu appliqué dans les conditions de résonance des 
plasmons de surface (SPR) [16]. Le dispositif est basé sur une configuration optique 
représentée Figure 2. Il est dépourvu d’éléments de chauffage sophistiqués [17] et assure 
une élévation localisée de température. Ce dispositif, conçu au laboratoire, est constitué d’un 
système d’imagerie SPR classique(Figure 2a) complété parun microscope (pour permettre 
des observations par le dessus de la puce) et d’une source laser (qui induit le chauffage 
localisé)(Figure 2b). Le dispositif laser convergent, polarisé transverse magnétique et de 
puissance ajustable (λ = 660nm P =500mW) est monté sur platine x/y qui permet de choisir la 
zone de la biopuce sur laquelle induire l’effet photothermique recherché. Sous l’ange 
d’incidence approprié, l’énergie des photons incidents est en premier lieu partiellement 
convertie en oscillation collective des électrons (plasmon de surface) puis finalement dissipée 
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en chaleur dans le milieu environnant. La puissance laser effective absorbée par couplage 
avec les plasmons de surface est de l’ordre de 1 µW/µm2. 
 
 
Figure 2 :Schéma du dispositifexpérimental utilisé dans les expériences de désorption induite par laser. 
a) Mode imagerie SPR (SPRi) : dispositif standard de SPRi complété avec un microscope qui permet le 
contrôle en temps réel de la construction de l’assemblage moléculaire sur la biopuce(par SPRi )et des 
étapes de capture et de relargage des cellules(par microscopie). b) Mode laser : configuration optique 
pour le chauffage SPR localisé permettant la désorption photo-thermique des espèces capturées sous 
l’effet du rayon laser. 
2.3Protocoles  
La libération des cellules dépend des propriétés thermosensibles des doubles brins 
d’ADN qui sous l’effet du chauffage se déshybrident et entraînent le relargage contrôlé des 
objets ciblés (ici des lymphocytes). En premier lieu, des assemblages moléculaires assurent 
la capture spécifique de cellules sur une puce à ADN. Les expériences ont été réalisées sur 
un prisme doré fonctionnalisé par électropolymérisation [18] avec de courtes séquences 
d’ADN, les oligonucléotides Zip1, Zip2 et Zip3. Le réseau de sondes d’ADN était composé de 
plusieurs plots de 1 mm de diamètre. La puce a ensuite été assemblée dans un système 
micro-fluidique intégré au dispositif SPRi et convertie en puce à anticorps capables de 
réaliser des captures spécifiques de cellules par l’intermédiaire d’anticorps conjugués à de 
l’ADN [12]. Les cellules ont ensuite été injectées sur la puce grâce au circuit micro-fluidique. 
L’assemblage moléculaire a été érigé à l’aide de brins d’ADN intermédiaires (Zip1*-ZipI, 
Zip2*-ZipII, Zip3*-ZipIII où Zip1*, Zip2* et Zip3* correspondent respectivement aux séquences 
complémentaires de Zip1, Zip2 et Zip3) et complété par des anticorps liés covalemmentà des 
ADN complémentaires des brins intermédiaires (ZipI*, ZipII*, ZipIII*) [12]. 
3. Résultats 
La faisabilité de la désorption a tout d’abord été démontrée sur l’assemblage moléculaire 
(ADN/ADN intermédiaire/ADN complémentaire-anticorps). Des anticorps modèle (IgG de 
lapin) ont été utilisés et incorporés sur la biopuce dans cet objectif. L’imagerie par SPR a 
permis la visualisation en temps réel des étapes de construction de l’assemblage moléculaire 
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sur la puce (Figure 3a). Une fois les assemblages moléculaires ADN-IgG terminés, la 
désorption spécifique de certaines sondes a été induite par chauffage laser. Le relargage a 
été réalisé en concentrant le faisceau laser sur une zone ciblée de la biopuce. Afin de réduire 
la température de dissociation des ADN double brins et d’assurer une dénaturation efficace 
des substrats, nous avons utilisé un tampon composé de PBS (Phosphate salin buffer) 
comprenant 20% (v/v) d’agent déstabilisant N,N-dimethylformamide (DMF). Le DMF permet 
d’abaisser la température de dissociation des ADN double-brin d’en moyenne0.58±0.05 
°C/%DMF[19]. Nous avons vérifié qu’il n’affectait pas la survie cellulaire. La libération des 
anticorps a été réalisée pour les sondes (Zip2 et Zip3) en focalisant la source laser sur les 
plots correspondant à la surface de la biopuce. Deux trajectoires du laser ont été enregistrées 
sur la surface de la biopuce. On observe une diminution de la réflectivité correspondant au 
relargage adéquat des composants ciblés. Cette observation est confirmée par l’image SPR 
qui révèle les zones où le matériel biologique a été enlevé (Figure 3b). Une fois la désorption 
terminée, de l’ADN complémentaire correspondant au matériel désorbé a été réintroduit dans 
le système et correctement ré-hybridé. Les architectures moléculaires ont donc été 
restaurées ainsi que le signal SPR, prouvant ainsi l’intégrité et la capacité de régénération de 
la biopuce. 
 
Figure 3 : Contrôle en temps réel de la construction moléculaire de la biopuce et de la désorption 
induite par chauffage laser localisé. a) Réflectivité enregistrée pour les sondes Zip2 et Zip3 : t0 – puce 
originale à ADN (Zip2 et Zip3); t1,t2 – hybridation des brins intermédiaires ; t3,t4 - hybridation des 
anticorps conjugués à l’ADN ; t5 – désorption de Zip2 ; t6 – désorption de Zip3; t7-t10 – re-hybridation des 
brins complémentaires conjugués aux anticorps. b) Image SPR d’un plot d’ADN avant et après 
désorption laser suivie de l’étape de ré-hybridation. 
 
Les résultats précédents ayant validé le concept de la désorption localisée des 
assemblages moléculaires, nous avons ensuite testé la désorption de cellules vivantes. Des 
splénocytes de souris, contenant à la fois des lymphocytes B et T, ont été immobilisés à la 
surface de la biopuce grâce à des anticorps spécifiques [3]: anti-CD19 et anti-CD90 
respectivement. Ces anticorps ont été au préalable conjugués avec les oligonucléotides ZipI* 
et ZipII* (respectivement complémentaires des brins intermédiaires ZipI et ZipII) puis 
immobilisés sur les plots Zip1 et Zip2. L’oligonucléotide ZipIII* (complémentaire de ZipIII) a 
été conjugué avec un anticorps anti-HcB incapable de reconnaitre les cellules B et T et a 
servi de contrôle négatif. La suspension de splénocytes a été injectée dans le circuit de 
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micro-fluidique et mis en contact avec la puce à anticorps. L’immobilisation des cellules a été 
imagée par microscopie (Figure 4, t0). L’introduction de la suspension cellulaire a entraîné 
une capture efficace des lymphocytes B et T sur les plots Zip1 et Zip2 respectivement (~300 
cellules/plot) et pas de capture significative sur le plot contrôle Zip3. Après immobilisation des 
lymphocytes sur la puce, nous avons procédé au détachement des cellules par illumination 
laser et sous flux. La désorption photo-thermique a été induite localement sur chaque plot et 
suivie en temps réel par microscopie (Figure 4 t1 à t3). Les images suggèrent que le passage 
du laser induit un détachement instantané des cellules. Le contrôle à distance de la 
trajectoire du faisceau laser permet les relargages successifs et indépendants des 
lymphocytes B et T. Le taux de détachement a été estimé à 89±6%. Finalement, la biopuce a 
été régénérée avec succès et des cellules spécifiques ont à nouveau été efficacement 
capturées. La seconde capture, réalisée après ré-hybridation, montre que le chauffage induit 
seulement l’ouverture de l’ADN double brin et que le système de tri cellulaire proposé est 
réutilisable (Figure 4, t4). 
 
 
Figure 4 : Désorption localisée de lymphocytes par chauffage local. t0) image au microscope de 
cellules capturées sur leurs plots spécifiques ADN/anticorps ; t1, t2) relargage localisé des cellules 
durant le passage du laser ; t3) plots ADN/anticorps observés après le passage du laser; t4) ré-
hybridation de cellules sur leurs plots « sonde » spécifiques après reconstruction de l’assemblage 
moléculaire. 
 
Afin de déterminer la température à laquelle étaient exposées les cellules lors du 
chauffage, nous avons mesuré les températures de dissociation des doubles brins utilisés 
pour la capture cellulaire : Zip1/Zip1* et Zip2/Zip2*. Les courbes de dénaturation (Figure 5) 
indiquent une température de dissociation égale à 63±3 °C. La température à laquelle sont 
exposées les cellules est très probablement équivalente. Cependant le détachement est 
rapide, grâce au flux les cellules restent exposées moins de 3 secondes (estimation effectuée 
par l’analyse des séquences des désorptions). 
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Figure 5 : Courbes de dénaturation pour Zip1/Zip1* et Zip2/Zip2* obtenues dans du PBS 20% DMF. 
 
Afin d’estimer l’impact sur les cellules de la températureinduite par le chauffage laser, 
nous avons exposé des splénocytes à 65°C pendant 3 secondes. Nous avons ensuite 
mesuré les proportions de cellules vivantes dans les échantillons chauffés et non chauffés. 
On constante que le taux de (sur)mortalité dû au chauffage n’excède pas 16% (Figure 6). 
Pour des développements futurs, d’autres solutions pourraient être envisagées pour réduire 
la température à laquelle sont exposées les cellules. Par exemple, nous pourrions utiliser un 
laser pulsé afin d’augmenter le gradient de température entre la surface et les cellules. Nous 
pourrions également utiliser des séquences d’ADN présentant des défauts d’appariement et 
donc des températures de dissociation plus faibles. 
 
 
Figure 6 : Comptages cellulaires et mesures de viabilité sur les échantillons chauffés et non chauffés. 
4. Conclusion 
Nous avons développé une micro-plateforme capable de réaliser la capture multiplexée 
de cellules vivantes spécifiques et leur désorption contrôlée. Ce systèmeest basé sur la 
conjugaison d’anticorps et de brin d’ADN et tire profit des propriétés thermodynamiques de 
l’ADN. Cette approche innovante constitue une méthode précise, économe (en réactif) et non 
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invasive pour le tri cellulaire multiplexé. Dans l’avenir, cette biopuce pourrait être adaptée 
pour capturer et relâcher plus de deux types cellulaires et permettre l’analyse d’échantillons 
biologiques bruts tels que le sang. Cela nécessiterait l’intégration d’acides nucléiques 
stabilisés chimiquement afin d’améliorer la résistance de l’ADN aux nucléases présentes 
dans le sang. Ces modifications n’engendreraient pas de changements significatifs des 
propriétés thermodynamique de la molécule. Notre approche pourrait alors être utilisée pour 
étudier par exemple des phénomènes immunologiques complexes : les cellules, tout d’abord 
identifiées et triées, pourraient être individuellement détachées pour des analyses ultérieures 
telles que le séquençage d’ADN ou d’ARN. 
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